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論文内容要旨
 背景・目的
 大腸癌において,病理組織学的分化度(分化度)は重要な予後因子として認識されている。分
 化度に関連する遺伝子の同定・解析は腫瘍の病理組織学的形態における分子生物学的背景を理解
 していく上で非常に重要なステップである。また同時に,大腸癌の悪性化・進行の過程を分子病
 理学的に説明していく上でも,重要な役割を果たす可能性が期待される。これまで,主に免疫組
 織化学を用いた手法で,E-cadherinやCD44などの細胞接着因子が大腸癌の分化度に関連する
 因子として報告されているものの,分化度の分子生物学的背景に対する包括的なアプローチは,
 いまだ未開拓の領域である。また,大腸癌において,LaserMicrodissectiolユ(LMD)法と
 cDNAmicroarray(microarray)法を用いた,目的とする細胞群の発現プロファイル研究の報
 告が散見されるが,これまで,特に分化度や病理学的形態に関連づけた研究報告はない。
 今回私は,大腸癌の分化度を規定する遺伝子発現プロファイルを明らかとするため,Laser
 Microdissectiou(LMD)法とcDNAmicroarray(microarray)法を用いて,大腸癌の病理組
 織形態,特にPapillarystructure(乳頭状構造,Pap)と,Cribriformstructure(筋状構造,
 Cri)において,発現レベルの異なる遺伝子群を明らかとした。それぞれの病理形態像は,鑑別
 に統一基準が無く,主観的に判断されている大腸癌の高分化型腺癌(Wel)と中分化型腺癌
 (Mod)において,比較的明瞭にWelとModに診断されるものである。
 大腸癌は癌細胞や間質細胞など,様々な細胞群で構成されているが,LMDとmicroarrayと
 を統合することにより,様々な細胞集団が混在する切除腫瘍標本から,目的とする細胞亜集団を
 選択的に採取し,その細胞群に特異的な遺伝子発現プロファイルを得ることが可能である。
対象
 当施設で外科治療を施行した大腸摘出標本を凍結包埋し,95症例275検体の凍結切片標本を作
 成した。PAP,CRIあるいは正常大腸粘膜上皮(Nor)を含み,良質なtotalRNAが抽出可能
 な,Nor,PapCri各群8検体計24検体を研究対象とした。
 材料・方法
 対象症例の凍結標本から10枚の連続切片を作成した。第1および第10切片は病理組織像確認
 のためにHematoxylin&Eosin染色で保存した。その他の切片はLMD用のプレパラートに乗
 せ,固定・染色の後に,LMDを用いて目的とする細胞群を採取した。抽出したtotalRNAを2
 段階丁7増幅法で増幅し,ビオチン標識したaRNA(amplified,antisenseRNA)を作成,こ
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 れをmicroarrayに供した。microarrayは約20,000遺伝子を乗せるCodeLink1-MUlliset
 Human20K工Expressiol/Bioarrayを使用した。microarrayデータ解析の後,統計解析で
 Nor〈Pap<Cri,あるいはNor〉Pap>Criと発現レベルの変化する遺伝子を抽出した。
結果
 Nor,Papと比較してCriで高発現となる49遺伝子と,低発現となる46遺伝子を目的遺伝子
 として抽出した。Criで高発現の遺伝子群には,oncogeneとの密接な関係が報告されるMγCβP
 や,腫瘍マーカー・画像診断あるいは分子標的治療のターゲットとしての可能性が期待される
 OPRSノ,HIG2が含まれていた。一方,Criで低発現であった遺伝子群では,ショウジョウバエ
 の癌抑制遺伝子の相同体であるLLGL2,細胞周期や転写の抑制因子のz/VF655,σオκ,接着関
 連因子であるLσ胡LS4やMUC4,さらにアポトーシス関連因子であるE2/G5などが抽出され
 た。解析の上位に順位付けされた遺伝子については,rea1-timeRT-PCR法で発現レベルを解析
 し,microarray解析の信頼性を確認した。
考察
 私は,LMDとmicroarrayを用いて,大腸癌の固有な病理組織形態間で発現レベルの異なる
 遺伝子群を,はじめて明らかとした。今後,蛋白レベルでの検討,また他検体を用いた普遍性の
 確認が必要ではあるものの,抽出された遺伝子群は,両者の病理形態の相違を規定する分子生物
 学的な意味づけを示すものであり,いわゆる分化マーカーとして活用される可能性があり,さら
 には大腸癌の悪性化・進行に関与する可能性のある遺伝子群の抽出にもつながる重要な意味を持
 つものと考えられる。LMDとmicroarrayを,異なる病理組織形態間の発現プロファイル解析
 に用いるという手法により癌の病理組織形態・分化度の分子生物学的な背景を明らかとすること
 が可能である。
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 審査結果の要旨
 大腸癌において,病理組織学的分化度(分化度)は重要な予後因子として認識され,分化度に
 関連する遺伝子の同定・解析は腫瘍の病理組織学的形態における分子生物学的背景を理解してい
 く上で,非常に重要なステップと考えられている。また,大腸癌の悪性化・進行の過程を分子病
 理学的に説明していく上でも,重要な役割を果たす可能性が期待される。これまでに分化度の分
 子生物学的背景に対する網羅的遺伝子発現プロファイル研究の報告はなく,いまだ未開拓の領域
 である。
 本研究は大腸癌の病理形態の中で,特にPapillarystructure(乳頭状構造,Pap:高分化型腺
 癌)と,Cribriformstructure(飾状構造,Cri:中分化型腺癌)を対象とし,95症例275検体の
 切除標本から,厳正な病理学的検索を経て,Normalcolonicepithelium(正常大腸粘膜,Nor),
 Pap,Cri各8検体計24検体を選択し,研究対象としている。LMDにて目的とする細胞群を正
 確に採取し,RNAの抽出・増幅を経て,microarray解析を施行し,Nor,Papと比較してCri
 で高発現となる49遺伝子と,低発現となる46遺伝子を抽出している。Criで高発現の遺伝子群
 には,A4yCBPや,腫瘍マーカー・画像診断,分子標的治療のターゲット(0、PRS/,伍G2)が
 含まれていた。一方,Criで低発現であった遺伝子群では,癌抑制遺伝子(L五σ五2),細胞周期・
 転写抑制因子(ZκF655,σZκ),接着関連因子(五σMLS4,MUC4),さらにアポトーシス関連
 因子(E2∫σ5)などが抽出された。
 本研究は,大腸癌の固有な病理組織形態に着目し,初めてLMDとmicroarrayを用いてその
 遺伝子変化の差違を網羅的に解析したものである。今回抽出された遺伝子群は,両者の病理形態
 の相違を規定する分子生物学的な意味づけを示すものであり,いわゆる分化マーカーとして活用
 される可能性があり,さらには大腸癌の悪性化・進行に関与する可能性のある遺伝子群の抽出に
 もつながる重要な意味を持つものと考えられる。全症例にLMDによって取り出したFigureが
 あり,microarrayの結果もrealtimePCRで確認され,信頼できる実験結果と考えられる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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